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(Tables 1-4) 
各種乳製Jilのうち，とくに粉乳の腸球菌について，われわれは一連の報告ト6)を行なってきた.それ
らの中で，粉乳は他の食品l乙比べて腸球菌の占める割合が多いという事実， 例えば粉乳の生菌数検査
で，プレートカウント寒天培地に発育した全集泌が腸球薗のみという事例すら観察されたことを報告し
たが，このような特性を利用して近年製造されている乳製品細菌叢の変化を，粉乳の腸球菌を指標とし
て迫及しようと試みた.
本j事各地の6乳製品工場から， 1年聞にわたって送付されてきた各種粉乳検体について調査した腸球
菌の分布成績は既に報告したり.4) それから I年後および3年後に再び同一工場から粉乳の送付を受け，
前後3回5年間にわたる同一工場由来の粉乳について腸球菌の分布を調査し，この間における腸球菌の
出現状況の変化を追及することができたので，これらの成績について報告する.
材料および方法
第 I回目の検体
昭和37年5月から翌年の 5月にわたって製造された粉乳で，北海道2カ所，東北， '1部，中国および
四国地方各 lカ所の計6乳製品工場 (A-F)から，毎月送付されてきた各種粉乳検体472例.
第H回目の検体
昭和39年5月lζ製造された粉乳で，第 I回目と同じ工場 (D工場のみ欠)から送られてきた粉乳検体
25例.
これらは第I回目と同機， 1日l検体ずつ各工場5日分の粉乳である.
第皿同日の検体
昭和41年 4-5月に製j立された粉乳で，上記とl.r]じく各工場5日分の合計30例.
1í~IVrfr]fjの検体
追加試験分として昭和42~ド 10月 ICC工場から送られてきた 5 日分の粉手L5 例.
以上，総計532例について検体受領後直ちに腸球菌の検査を行なった.
腸球菌の分離方法，分離歯の同定，分類および菌数の算出方法はすべて以前!c報告の.3).7)した方法と
同後に行なったが，とくに第皿回目における腸球菌の菌数測定にあたっては，既報6)同様， MPNの成
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績の他!cプレートカウント寒天培地!c発育した集落の成績からも菌数を算定した.
なお， 6工場の殺菌処理方法として， A， B， C工場では H.T.S.T.殺菌， D， E， F工場では U.H.T.
殺菌が行なわれていた.
成績および考察
1. 腸球菌の陽性率
本邦各地の6乳製品工場から，前後3凶5年間にわたヮて送られてきた各種粉乳検体の腸球菌|湯性本
はTable1 !ζ示すとおりである.
Table 1. Positive rate and numbers of enterococci in milk powder from six dairy plants 
Dairy I Exp.* No.of I No. of p田 itive
pl削 No. 1 samplessamples (%) 1 <10 
85 
Range of MPN per g 
-I~ -I~ -I~ -I~ 
E 
E 
3 
2 
A 
??
37 ( 43.5) 
4 ( 80.0) 
3 ( 60.0) 
33 3 
B H 
E 
?
?
? 、
???
?
81 (95.3) 
5 (100.0) 
5 (100.0) 
59 
3 
??ヮ ?
2 
3 
一一 85 下
I 5 5 (100.0) 
班 5 0 ( 0 ) 
N 5 5(100.0) 3 2 
1 66 43 ( 65. 2) 8 27 8 
I I Not examined 
II 5 2 ( 40.0) 2 
1 81 81 (100.0) ，1 12 
E I 5 5 (100. 0) 
II 5 5 (100. 0) ! :1 2 
1 70 14 (初 0) 1 2 
F I 5 0 ( 0 ) 
II 5 0(0) 
I 532 373 ( 70.1) 
2 2 
C 
D 
52 14 2 
5 
3 
Total 158 150 58 6 
。 、
?
?
?
????
?
?
?
??
?
?
??
??
?? ??
?
?
???
?
?
?
?
??????
A工場の検体では腸球菌の陽性ネが43.5-80%を/I-¥し， 3111A100%には乍;らなかった.これに対し
てB工場例では 3/T1共 100%か，あるいはそれに近い陽性本を示した.
C工場例では 1，I回目共陽性率が高かったが，回四日は 0となり，追加のIVIfJ]目では 100%となっ
ている.
D工場例はH回目!c検体の送付が無く，またIIロl目は出現菌数そのものが極めて少なかったにもかか
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わらず，陽性率の点ではI同日に近い成績を示した.
E丁今場例は 6了.場例'j最も陽性率が高く， 3同共100%であった.これに比べて最後の F工場例の方は
陽性率が低く，第I同[Jにおいて既Jこ6工場例'1'最低の成績を示していたもので，I， II四日は 01こ終
っている.
以上， 3同の成績を通じてみると，各工場毎の腸球菌陽性率はそれ程変化が認められなかった.すな
わち，陽性率の高い工場では常lこI'-Jく，低い工場では 3回共低いという成績であった.ただし， C工場
例のみは I同日 92%，I同日 100%を示したのにもかかわらず， II匝l目は一挙に 0となり，本工場例の
みは大きな変化が認められた.本工場については，その後現地Kおもむき，殺菌方法，処理工程など製
造過料について詳細に調査したが， I回目とE回目の製造時における処理方法は全く変っておらず，何
故 100%から急激にOになったかは不明であった.
そこで，本工場については再び粉乳検体の送付を依頼し，第皿回目の検査から l年半後の昭和42年10
月製造の粉乳5日分について，第IV同日としての迫加検査を前回同様に行なった.
その結果，腸球菌は 100%陽性であった.この成績から判断すると， C工場例においては皿同目の時
点において何等かの原因で腸球l閣は消失していたが，再び 100%の成績が得られたことから，結局は本
日易例においても他工場例[fiJ様，腸球，itの陽性E十は一定に近いことが推定された.
2. 腸球菌の菌数
Table 1の有側lこ腸球菌陽性例のi指数分布をぶしたが，これらは MPNの方法によって求めた数値で，
しかも害当たりの菌数で表わしである.
第 I回目の検査でET場例のように 104以 l二を示したものもあったが，ほとんどは 103以下であった.
なお，本表でく10の欄に示されているものの'1'には g当たり小数点以下の例も含まれている.
次lこ粉乳の生菌数検査に際して，プレートカウント寒天培地lこ発育した全集落が腸球菌によって占め
られている事例があることを既に報告(第H同日分に概当)のしたが，このようなことから第皿回目の
検査においてもこの事実があるかどうかを確かめようと考え実施した.これらの成績は Table21こ示す
とおりで，平板上の集落数は B95の検体を除いてすべて10倍稀釈段階における成績である.
A工場の検体は第H同日の成績と比べて一般生菌数が若子増加したのみで，そのうちに占める腸球的
の集落数，あるいは MPNの成績は同じような傾向を示した.
B工場例は，これも一般生成数が増加しているが，同時に腸球菌の数も増え，発育した集i'r;の30%近
くを占めている.
なお， B95の成績では， 10倍栃釈段階の生薗数が、l三板とで 200{間以上を示し，その上拡散集落IL覆わ
れて腸球菌集法の判定および分離が困難であったため，本例のみは 100倍稀釈段階の成績を示した.
C:工仁場例は第第m回目の生菌数検査て
成績績一であつた6の).第E回目の検査lにζおいても， やはり拡散集品務器が少なく一般生l蔚翁数もH回日同様， 1平
似当たり30例以下の成績であったことから，腸球菌の出現状況もI司じ程度を予想して検索したがすべて
陰性であった.すなわち生菌数検査の寒天平板においても， MPN算定のための液体選択培地の成績に
おいても腸球菌はすべて陰性に終った.これらの成績は反復検夜の結果も同様であった.従って本成績
の表は省附する.
そこで，前項に述べた ζとく，第IVI司目の検索を行なったのであるが，その結果は表lこ示されるよう
に，防球菌は全例陽性で，菌数もプレートカウント寒天培地に発育した集落の約30%を占める成績であ
った.これは第H回目の78.6%IL比べると低率であるが，粉乳の主要菌叢として腸球薗が関与している
例としては，やはり特異的な成績といえよう.
D工場例は第 H 同 (CIIこ検体の活付が無かったもので，国同日の成績では平板に発育した~i1年数は何れ
も10{1t.1以下，腸球菌も 5検体15枚の子板上でわずか 1{jIilがみられたに過ぎなかった MPNの成総にお
いても 2検体が陽性を示したが，菌数そのものは g当たり小数点以下の成績であった.このようなこと
Table 2. Number of enterococci in milk powder from each plant on Plate Count Agar 
Plant A(皿) Plant B (田) Plant C (Iv) Plant E (II) 
Sample I Colonies p目 plate*1MPN I Sample I~伽lles per plate*MPN 1 Sample C伽 liesper plate"~I MPN I Sample C伽 1iesper plate*MPN 
/ 1 1 'T'~.~1 ..，_.~_~ 1 / 1 'T'~.~1 ..，_.~_~ 1 / 1 1 'T'~.~1 l1_'ß'~ 1 / Total Entero-Ol NTotal Entero-Ol NoTotal Entero-0.l g NTotal Entero .0l 。 co10mes cocci 1 V.I g 1 1"0. 1 coloni田 coCci 1 V.I g 1 1';0. 1 colonies cocci 1 V.I g 1 1'.0・ co
(川 5 I I 135 27 I I 42 3 I I 6 3 
A91 1 (70) 5 1 3.5 1 B91 1 78 21 1 16 1 C96 1 41 3 1 2.4 1 E87 1 3 3 1 0.8
I 65 2 71 29 I 34 0 I 2 2 
(70) 0 I I (39) ** I 34 I 3 3 
A92 1 (65) 1 1<0.11 B92 1 (35) 10 1 5.4 1 C97 1 30 15 1 4.91 E88 1 1 1 1 .3 
(60) 0 31 6 24 5 1 1 
(附 o I I 
A93 側 o I 0 I B93 I 41 5 I 5.4 I C98 I 73 23 I 7.9 I E89 I 4 3 I 0.8 
げ3) 0 121 4 61 17 
56 0 I 88 24 72 22 I 4 4 
A94 1 56 0 1 0 1 B94) (72) 19 1 54 1 C99 1 66 26 1 54 1 E90 1 3 3 1 . 3 
(ぬ) 056141471822| 
72 0 I 19 4 I 28 1 I I 6 1 
A95 (53) 2 1 0.3 1 B95* 1 16 8 1 35 1 C 100 1 28 5 1 13 1 E91 1 3 2 1 4.9
(41)I i 19 2 27 7 0 ・
* Dilution 1: 10， except B95 sample (1 : 100) 
料 Notexamined 
( ) : Number of countable colonies except disturbed ones by spreaders 
N 
ま
言誌
争ト
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>t 
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から，本工場例の成績も表を省略する.
次lこE工場であるが，本例は生菌数そのものは何れも 13f-板当たり 101岡以下で少ないが，そのうちに
占める腸球菌の比率は高かった.このような出現傾向は第H回目の成績と全く同じで，とくにE88およ
びE90の検体のごときは，発育した集落のすべてが腸球菌であった.すなわち，各検体3校の平板の集
落数を合計すると75% (33/44)が腸球菌であった.
前報6)において粉乳の細菌叢の中で腸球菌が主要薗叢を示す特異な事例のあることを報告したが，本
工場例が上述のC工場例と共にそれに概当しており，しかも前後3回の検査を通じて腸球菌の陽性率が
6工場例中最も高い成績を示した.すなわち，生菌数検夜の培地l乙発育した集落の'j"で腸球菌の占める
割合が高く，その出現態度l;:， I，皿I司H15特異的であった.粉乳におけるこのような腸球菌の出現成
績は，乳製品の細菌学という点からも極めて興味深い現象であった.
最後のF工場例は上述のE工場例と異なり，検夜した6工場初IJrl'最も生菌数の少なかったもので，腸
球薗も陰性であった.従って本例も表は省略する.
以上，選択培地を用いた MPNの成績の他lこ，プレートカウント寒天培地lζ発育した集落の成績から
も脇球菌の菌数を調べた.その結果，粉乳の調1薩i叢の'1"で‘腸球菌が主要i革i叢を示す事例がJlif同lこ引続き，
1l'~ I回目においても観察された.
3. 分離腸球菌の分類型別成績
分離腸球蘭は既報2).3).4)のごとく選択培地をilして，ヒツジ血液寒天地地に発育したものから，集務
態度を観察して異なると思われるものをすべて釣l!ii分離したものである.ただし~~III回目においては，
この他lこ前瓜で述べたように生菌数検企Jfjの培地に発育したすべてのレンサ球菌も加えて同定試験を行
なった.
血液寒天借地によって分離したレンサ球菌について所定のごとく同定，分類試験を行なった結果，続
球薗以外のレンサ球菌も少数例認められた.そこでこれらを除外した腸球菌のみ合計897株について，
さらに精分解の成績によって型別を行ない，工場別に 3聞にわたる出現菌型の変遷を検討した.
これらの成績は Table3に示すとおりである.
第 11司自の分離菌型別の成績は既に報{1:.4)したとおりで， Subtypeの No.はこれに従った. A， B， 
E工場の第皿回目の成績で( )で示された数字はプレートカウント寒天培地によって分離した薗株の
成績である.また糠分解の成績は， BARSIEKOWの培地をJfJいて2週間観察したものであるが， Glycerol 
については48時間以内の分解陽性は十， 48:時間以後lこ陽性となったものは(十)で示しである.
さて，縮分解の結果lこより各歯稀を更に型別し，これらの成績から 3回にわたる出現腸球菌の菌型の
変化を検討した処，以下のとおりであった.
A工場例では第I回目に No.G型の Str.Jaeciumが多かったが， 1岡目lこは No.17のタイプのみと
なり，さらに皿回目では No.5のタイプが多いというように主要菌は一定しなかった.
B工場例では，Str. Jaeciumが主体で， No.5のタイプが毎回多数出現している.ただし， mI同日で
4.tU今のあった非薄型の集洛は 1，回回目ではみられなかった.
C工場例では同じく No.5のタイフ。が圧到的lこ多かったが， 1同日では No.6のタイプのみとなって
いる.
D了‘場例の成績では，第 I四日は表lとも示されるように各種のタイプが多数検出され，中でも No.5
のタイプがB，C工場例同級に多かったが，日回目は検体の送付が無く，皿同日は 2伊lの陽性検体があ
ったが菌株数が鰍めて少なく，このような成績に終っている.
E工場例は 3同共勝球菌陽性本が 100%を示したものであるが，出現I着型は 3回共 No.5のタイプが
主要薗型であった.
最後のF工場例は， '-iS 1 ii1lfjのみ腸球繭陽性で， 1，IT同日は 0ということから，蔚型の変化は検討
できなかった.
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Table 3. Changes of fermentative types of enterococci isolated from milk powder on three 
expenments 
Slr. faecium 
一十十一
???????Sucrose 
Glycerol 
Mannitol 
Sorbitol 
Arabinose 
+ 
十+
十+
十十+一
(+) (+)ー
+ +一 十一+ 一一+
???? + -
+ 
2 25 • 6 3 I 40 
1iU11九三1j!;;j;|;lJ:|(I;)
....7.::|:17:|10; 
Plant B 
16 ・・ 9
(7) ・・ (154)
2 
( 9 ) I
36 
(179) 
。??
?
? ? ?
??
??
?
? ? 、
?
?
???
??
?
??
?
?
???
?
? ?
??
? ?
?
??
? ? ?
?
?
? ?
?
? ?
•• 
?
??
? ? ? ? ? ? ?
?
??
?
??
????
?
?? ー??
?
? ? ?
? ?
?
? ? ? ?
?
?
?
??
??
? ? ?
?
?
?? ?
?
?????????????????
?
?
? ? ?
??
.• 
?
???
? ?
?
?
「 ー
??
??
?
?
?
?
?
?
?
125 
9 
0 
. . 7 9 2 
( ): Strains isolated by the Plate Count Agar 
Glycerol (十): Positive after incubation over 48 hr 
次lこB工場例の成績に再び民って，もう少しt洋細lこ検討を加えると，第阻回目の試験株は，従来どお
り選択培地を用いて増菌法によって分離した菌株の他に，プレートカウント寒天培地から直接分離した
すべての腸球菌も加えて型別したものであるが， Table 3の成績では増菌法で分離した薗と直接プレー
トから分離した( )内の菌とは，すべて一致した成績を示している.このようにすべての菌型が対応
して出現している状況はA工場例においても同様である. しかしながら，このような成績も個々の検体
別に分けて検討すると，それらの成績は Table4に示すとおりで，増菌法由来株とプレート法由来株と
は比較的一致した成績の部分もあるが，必ずしもすべての検体において一致した成績が得られなかっ
?こ.
B91およびB94の検体では比較的対応した成績を示しているが， B92では No.8 Jí~の Slr. faeciumの
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Table 4. Comparison of fermentative types of enterococci isolated from milk powder by the 
enrichment method and the plate method 
Str. faecalis 
var. 
liquグaciens
2 
付にやis
(Plant B， the third experiment) 
Str. faecium 
13 
????
?
????
?
???
?
…
?
? ?
? ?
?
?
?
???????????
?
?
?
??????
?
?
?
?
?
?
?
??
?
???
??????????
?
?
?
?
5 8 
??? ??? + 
(十)
+ 
2 
!:l4 
+ 
+ + 
+ + + 
2 ・
70 3 
15 
B95 
???
?
?
?
??
2 
3 
4 
14 
みが一致しているだけで他は対応していない.その点B93は非常に一致しているが，プレート法1来で
一番多く分離された No.8型が増菌法では示されていない. またB95は増菌法山来が4菌型IC対して
プレート法由来が l菌型と対応が少ないが，これには説明がつけられる.それは前述のように本検体は
他K比べて生菌数が多く，しかも拡散集落lζ覆われて10倍桶釈段階の平板から菌分離が困難であったの
で100倍段階から分離を行なっているため，プレート法山来の薗型の種類が少なくなったものと考えら
れる.
以上，側々の検体についての検討では，このように増菌法由来と直接プレートから分離した菌株との
間には菌~~IC不一致な点もあったが， 5例の検体を平均した場合lこは Table3にみられたように一致
した成績として示された.
なお，表としては示さなかったが， AおよびE工場例についての同級の検討では本例と異なり，個々
の検体においてもほとんどが対応した成績を示していた.
さて，増菌法によって分離したl菌株の型別の成績では， 1-皿回を通じて Str.faeciumの No.5のタ
イプが最も高い検出率を示した.このような成績に対して以前における報告の.4)では，わが国の粉乳か
ら分離される腸球菌は Str.f aeciumが主要薗であって，しかもその中で No.5のタイプの菌が最も多い
ということを述べてきた. しかしながら第皿同日の成績で直接プレートから分離した菌株，すなわち生
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菌数検査用のプレートカウント寒天培地IC発育したすべての腸球菌を釣菌して型別した結果， A， E工
場例は別としてB工場例では， No.5のタイプよりもむしろ No.8のタイプの方がはるかに多かった.
このような成績から，ある検体にどのような菌種あるいは菌型が多~，かというためには，やはり個々の
趨種あるいは菌型毎lこ定量的な検査を行なわない限り，正しい成績が得られないものと考えられる.し
かしこのような検索は検体によって，あるいは対象とする菌の種類によって比較的簡単に検奈ができる
場合と，できない場合があって，すべての事例に対して応用する訳には行かない.その点，粉乳は腸球
菌を目標とした場合ICは以上のような追及も可能であって，極めて特異的な検体であった.
以上， 3固にわたる分離腸球閣の型別の結果，出現繭塑lこ変化のみられる工場例もあったが， B， E 
工場例のように長い間薗型が変らず，同じタイプの菌が継続的にIH現している例が観察された.また，
出現菌は Str.f aecalisおよび Str.f aeciumのNo.5，6，7，8のタイプが多く，中でも No.5のタイプの薗
が最も多数検出された.
総 指
本邦各地の6乳製品工場から送付されてきた前後3回5年聞にわたる同一工場由来の粉乳について，
腸球菌の陽性率，菌数および菌型の変化を検討した.その結果は次のとおりであった.
1) 腸球薗の陽性率は工場毎l乙違いはあるがそれぞれにおいて同じような傾向を示し，陽性率の高い
工場は3回共高く，低い工場では常に低く著変は認められなかった.
2) 腸球菌陽性検体の扇数は，ほとんどが 10'以下で漸減の傾向にあったが，これも大きな変化は認
められなかった.
3) 分離腸球菌の型別の成績では， 3問の調査で菌型の変化している例もあったが， 3同共同じ菌型
が主要薗として出現している例も多く，全体としてはやはり No.5型の Str.faeciumが最も多数検出さ
れた.
以上，粉乳の腸球菌の出現状況から近年の乳製品細菌叢の変化を検討すると，全般的!とは菌数は減り
つつあるが，余り大きな変動は無かったものと推定された.
終りにのぞみ，長期間粉乳試料を提供して頂いた雪印，明治，森永各乳業会社の御厚意l乙対し深く感
謝の意を表する.
また本研究の一部は，森永奉仕会研究奨励金によった.ここに併せて謝意を表する.
本報の要旨は第14回日本食品衛生学会(昭和42年I月， ，崎山)において発表した.
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SUMMARY 
The incidence, number and fermentative types of enterococci in milk powder were examined in 532 
samples collected from six dairy plants of five districts in Japan (Hokkaido, Northern Honshu, Central 
Honshu, Western Honshu and Shikoku). These tests were conducted from May 1962 to May 1963, in 
May 1964 and from April to May 1966. 
The positive rate of enterococci was found to be constant for each plant all the three times. 
In most of the samples examined the number of enterococci was less than 1,000 per g. 
The fermentative types of enterococci varied in three experiments, however, the main and most con-
stant type was subtype No. 5 of Str. Jaecium. 
From these results, it was presumed that the bacteriological quality of dairy products manufactured 
in recent years in Japan had not changed. 
